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1.1. Aspectos históricos de Acinetobacter baumannii. 
 
En 1911 Beijerinck aisló de muestras de suelo con alto contenido de acetato de 
calcio un microorganismo al cual nombró Micrococcus calcoaceticus, posteriormente se 
clasificó dentro del género Achromobacter y en 1957 Brisou y Prevot crearon un nuevo 
género para las especies inmóviles de Achromobacter denominado Acinetobacter en 
función del vocablo griego ακιυετοσ (akinetos) que significa inmóvil. Fue hasta 1974 que 
se realizó el reconocimiento oficial de este género, el cual apareció en el manual Bergey 
de Bacteriología sistemática donde sólo se reconocía  la especie Acinetobacter 
calcoaceticus. Los trabajos de Baumann y colaboradores incluyeron nuevas especies 
dentro del género Acinetobacter, pero concluyeron que no era posible una subclasificación 
a nivel de especie basados en características fenotípicas (1-3). 
En 1986 mediante hibridación de ADN-ADN Bouvet y Grimont lograron 
identificar 12 nuevas especies incluyendo a Acinetobacter baumannii que corresponde al 
genotipo dos; le siguieron trabajos en 1989 de Bouvet y Jeanjean y de Tjernberg y Ursing, 
que lograron identificar cinco y tres nuevas especies, respectivamente. En este último 
trabajo también se encontró que las especies A. baumannii, A. calcoaceticus y los grupos 
de genotipos 3 (Acinetobacter pittii) y 13TU (Acinetobacter nosocomialis) presentan una 
homología del 70% en sus secuencias de ADN por lo que agruparon en el complejo 
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Acinetobacter baumannii- A. calcoaceticus. En la actualidad el género Acinetobacter está 
constituido por 35 especies de las cuales, 26 tienen nombres válidos (2, 4-7). 
 
1.2. Características microbiológicas de A. baumannii. 
 
El género Acinetobacter está conformado por cocobacilos Gram negativos, que 
pueden observarse como bacilos ensanchados en la fase exponencial de crecimiento y al 
ser difíciles de desteñir pueden identificarse erróneamente como Gram positivos. Son 
microorganismos no móviles, aerobios estrictos, no fermentadores, catalasa positiva y 
oxidasa negativa (2, 3). 
 Las especies de origen clínico crecen bien en los medios que se emplean 
rutinariamente en los laboratorios de microbiología. En cultivos de 24 horas a una 
temperatura de incubación de 37°C se observan colonias mucoides, convexas, color blanco 
grisáceo; las colonias que corresponden a las especies dentro del complejo A. baumannii-
A. calcoaceticus son más grandes que las del resto de las especies de Acinetobacter con un 
diámetro que va de 1.5 a 3mm (2, 8). 
 
1.3. Identificación de A. baumannii 
 
Existe una elevada similitud a nivel fenotípico y genotípico entre las cuatro 
especies que integran el complejo A. calcoaceticus-A. baumannii por lo que resultan 
indistinguibles mediante los estudios realizados rutinariamente en el laboratorio clínico. 
Entre las pruebas que son inadecuadas para su identificación a nivel especie se puede 
mencionar el crecimiento a 44°C, oxidación de glucosa, hidrólisis de gelatina y 
3 
 
asimilación de múltiples fuentes de carbono así como métodos comerciales manuales y 
semiautomatizados entre los que se encuentran API 20NE, Vitek 2, Phoenix y Microscan. 
Sin embargo la identificación a nivel de especie en la práctica clínica es de gran 
importancia ya que el perfil de susceptibilidad y la frecuencia de brotes epidémicos son 
diferentes en las distintas especies que conforman al complejo (2, 9). 
Se han desarrollado varios métodos moleculares que permiten la identificación a 
nivel especie como son: la hibridación de DNA-DNA, ribotyping, análisis de restricción 
del ADN ribosomal amplificado (ARDRA), análisis de polimorfismos en la longitud de 
fragmentos amplificados (AFLP), secuenciación de la subunidad β de la polimerasa de 
ARN (rpoB), la amplificación de genes como 16S ARN ribosomal, el espaciador del 
transcrito interno (ITS) de la región 16S-23S de ARN ribosomal, recA, gyrB y OXA-51, 
pero este último gen puede presentar cambios en su secuencia por lo que se debe emplear 
con un método adicional para confirmar la identificación. El principal inconveniente con 
estas metodologías es su elevado costo y lo complicadas que pueden resultar para 
emplearse rutinariamente en los laboratorios de diagnóstico clínico (2, 10, 11). 
 
1.4. Hábitat de A. baumannii 
 
Varias especies pertenecientes al género Acinetobacter se han aislados de piel, 
garganta y vías respiratorias de pacientes hospitalizados. Berlau y colaboradores realizaron 
el aislamiento de Acinetobacter spp. en 44% de voluntarios sanos analizados. El 61% de 
los casos correspondieron a Acinetobacter lwoffi, 12.5% Acinetobacter genotipo 15BJ, 8% 
Acinetobacter radioresistens y sólo en un voluntario se aisló una cepa perteneciente al 
complejo A. baumannii-A. calcoaceticus (12, 13). 
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Estos microorganismos también se han aislado de diversos alimentos como 
hortalizas, en las que las especies más frecuentes fueron A. baumannii y Acinetobacter 
genotipo 11. En carne fresca, pescado, verduras, leche y queso A. lwoffii representó más de 
la mitad de los aislamientos, el 11% correspondieron a Acinetobacter johnsonii y 5% a    
A. baumannii (14). 
Si bien A. baumannii ha sido aislado en muestras de suelo, agua, alimentos, piel y 
animales, su presencia en la comunidad es muy baja y presenta mayor frecuencia en el 
ambiente hospitalario tanto en materiales, equipos médicos, personal hospitalario y en 
pacientes hospitalizados (2, 15). 
 
1.5. Persistencia y propagación intrahospitalaria de A. baumannii. 
 
A. baumannii tiene la capacidad de persistir en el ambiente hospitalario debido a 
que puede resistir a la desecación hasta 30 días; además puede sobrevivir al uso de 
desinfectantes como propanol, etilsulfato de mecetronio, triclosan y gluconato de 
clorhexidina cuando no se emplean el tiempo y en la concentración indicada por el 
fabricante. Otros de los factores que favorecen su supervivencia es su creciente resistencia 
a muchos de los antibióticos empleados en su tratamiento y la producción de biopelícula, 
que consiste en grupos de células bacterianas adheridas a una superficie e inmersas en una 
matriz extracelular auto producida comprendida de hidratos de carbono, ácidos nucleicos, 
proteínas y otras macromoléculas. Esta biopelícula permite la persistencia en superficies 
abióticas como son equipos médicos, ropa de cama y muebles presentes en las distintas 
áreas hospitalarias o en superficies bióticas como células epiteliales humanas y en 
filamentos de Candida albicans que forma parte de la flora normal en el hombre (16-18). 
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A.baumannii puede llegar a las diversas salas hospitalarias a través de pacientes 
colonizados, portadores sanos y material o equipo contaminado. La adquisición de           
A. baumannii en pacientes susceptibles puede ocurrir a través de varias rutas como el 
contacto con material contaminado, un contacto con gotas de saliva o escamas de piel 
provenientes de pacientes colonizados o el contacto con las manos del personal del 
hospital con mal lavado de manos (15, 19). 
 







1.6. Epidemiología y patologías causadas por A. baumannii. 
 
A. baumannii es un patógeno capaz de causar tanto infecciones adquiridas en la 
comunidad como infecciones intrahospitalarias, siendo estas últimas las de mayor 
frecuencia, principalmente en la unidad de cuidados intensivos (UCI). En el 2010 el 
Centro para el control y prevención de enfermedades de Estados Unidos reportó que        
A. baumannii ocupó el segundo lugar de incidencia en UCI por encima de patógenos como 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus 
aureus; en caso de bacteremias y neumonía fue el primer agente causal (20). 
Los tipos de infecciones producidas por este microorganismo incluyen neumonía 
con una mortalidad de 40 a 60%, bacteremia con mortalidad de 34 a 44%, meningitis, 
endocarditis, infecciones de vías urinarias, de piel y de tejidos blandos, osteomielitis, 
desarrollo de queratitis y endoftalmitis asociadas al uso de lentes de contacto o posteriores 
a intervenciones quirúrgicas. La neumonía adquirida en la comunidad es una presentación 
poco frecuente que sólo se ha observado en las regiones tropicales de Australia y Asia, se 
debe a un acarreo de microorganismos presentes en la garganta y ocurre principalmente en 
personas con un historial de abuso de alcohol o con enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica. Se caracteriza por un comienzo repentino y grave seguido de una infección 
secundaria del torrente sanguíneo (2, 15, 20). 
Las infecciones intrahospitalarias se adquieren después de la exposición a             
A. baumannii, que puede estar presente en equipo o material contaminado así como en 
personal sanitario con malas prácticas de lavado de manos o que puede estar colonizado 
por este microorganismo (20). 
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Los factores de riesgo más importantes en infecciones intrahospitalarias por          
A. baumannii son procedimientos invasivos, como intervenciones quirúrgicas, el uso de 
ventilación mecánica, el empleo de catéteres venosos centrales, intravenosos o urinarios, 
períodos prolongados de hospitalización, inmunosupresión, quemaduras, edad avanzada y 
previa terapia antimicrobiana (12, 21, 22). 
 
1.7. Factores de virulencia de A. baumannii 
 
A. baumannii es generalmente considerado como un patógeno de baja virulencia, 
pero la secuenciación completa de su genoma muestra que esta bacteria alberga un notable 
número de genes putativos y elementos asociados con virulencia homóloga a los presentes 
en los géneros Legionella y Coxiella. Presenta varios factores determinantes de virulencia, 
como la formación de biopelícula, la adquisición de hierro, la adherencia y la capacidad de 
invadir células epiteliales, así como de provocar su muerte (20, 23). 
Formación de biopelícula. Permite la adhesión de esta bacteria en superficies 
biológicas y abióticas. Es una característica importante de patogenicidad de muchas 
bacterias, ya que facilita la colonización de material, contribuye a la resistencia a los 
medicamentos y la evasión del sistema inmune del huésped. La formación de biopelículas 
implica una variedad de vías que están regulados por quórum sensing y otros sistemas. El 
pili, las fimbrias y la producción de la proteína asociada a la biopelícula (BAP) 
contribuyen a la adhesión inicial, seguido por la producción de exopolisacáridos, un 
constituyente importante de una biopelícula madura que se encarga de suprimir la 




Sistemas de adquisición de hierro: La mayoría de las cepas de A. baumannii 
tienen la capacidad de crecer bajo condiciones limitadas de hierro, lo que ayuda en la 
colonización del huésped y sobrevivir en el medio ambiente. Esto es posible ya que este 
microorganismo presenta una diversidad de mecanismos de adquisición de hierro. Esta 
bacteria segrega una variedad de moléculas que participan en la adquisición de este ión, 
incluyendo el sideróforo o agente quelante  acinetobactina y también produce un sistema 
de utilización de la hemina (24, 25). 
Lipopolisacáridos (LPS): En A. baumannii esta molécula contiene una fracción de 
lípido A, el núcleo de hidratos de carbono y el antígeno O repetitivo. Genera una respuesta 
inmune innata y es un componente central en el desarrollo de sepsis. Los LPS derivados de 
A. baumannii son potentes inductores de una respuesta pro-inflamatoria y esta respuesta 
contribuyente de manera importante a la patogénesis de la infección debida a este 
microorganismo (15, 24). 
Fosfolipasa D y C: La fosfolipasa D es importante para la resistencia de este 
microorganismo en el suero, la evasión de células epiteliales humanas y la respuesta 
inmune. La fosfolipasa C aumenta la toxicidad para las células epiteliales y contribuye a la 
adherencia del patógeno a epitelios (20). 
Proteína de membrana externa (OmpA): A. baumannii se adhiere fácilmente a 
las células epiteliales bronquiales y tiene la capacidad de promover su apoptosis mediante 
la actividad de OmpA. Induce la liberación de las moléculas pro-apoptóticas citocromo c y 
el factor inductor de apoptosis, además contribuye a la capacidad de A. baumannii de 
persistir y crecer en el suero humano, ya que se ha demostrado que OmpA interactúa con 
los inhibidores solubles de la vía alterna del complemento y permite a las bacterias evadir  
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la muerte mediada por este tipo de respuesta inmune. Esta proteína también contribuye con 
la formación de biopelícula (2, 15, 20, 24). 
Vesículas de membrana externa (OMV): Son nanovesículas esféricas con un 
diámetro medio de 20-200 nm y se componen de lipopolisacáridos, proteínas, lípidos y 
ADN o ARN y transportan toxinas o factores de virulencia específicos. Las OMV 
desempeñan una importante función en la patogénesis bacteriana ya que permiten la 
llegada de factores de virulencia sin  la interacción entre la célula huésped y el patógeno 
(23). 
 
1.8. Fármaco resistencia en  A. baumannii. 
 
A.baumannii es un patógeno oportunista que en los últimos años ha adquirido gran 
importancia debido a su creciente fármaco resistencia. Presenta resistencia intrínseca a 
varios fármacos empleados normalmente, como son las aminopenicilinas, cloranfenicol y 
cefalosporinas de primera y segunda generación. Además tiene la capacidad de adquirir 
mecanismos que le confieren resistencia a β-lactámicos de amplio espectro, 
aminoglucósidos, fluoroquinolonas y tetraciclinas (2, 19). 
Durante la década de 1970 los aislamientos clínicos de Acinetobacter spp. eran 
generalmente susceptibles a la gentamicina, minociclina, ácido nalidíxico, ampicilina, 
carbenicilina, por separado o en una terapia de combinación. Sin embargo, desde 1975 se 
observó un aumento en la resistencia a casi todos los grupos de fármacos. Inicialmente se 
conservó susceptibilidad parcial contra las cefalosporinas de tercera y cuarta generación, 
fluoroquinolonas, aminoglucósidos semi sintéticos y carbapenémicos. En 1985 se reportó 
el primer aislamiento resistente a imipenem, un tipo de carbapenémico. Sin embargo, a 
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finales de los años noventas los carbapenémicos eran la última opción para el tratamiento 
de infecciones por este microorganismo. En la década de 2000 se presentó un aumento en 
su resistencia; en el 2007 se reportó que Sudáfrica, Turquía, Portugal, Colombia y 
Venezuela presentaban una resistencia superior al 50% y en el 2009 se encontró una 
resistencia a meropenem del 47.1% y 63% a nivel mundial y en América Latina, 
respectivamente. En el 2010 se realizó el primer reporte en México con  59% de 
resistencia al meropenem (21, 26-29). 
Cuando se presenta resistencia a los carbapenémicos el último recurso empleado 
para el tratamiento de este tipo de infecciones corresponde a la tigeciclina y la colistina. La 
tigeciclina es el primer antibiótico de una nueva clase de tetraciclinas modificadas que 
corresponden a las glicilciclinas y la colistina es un tipo de polimixina que había sido 
abandonada en su uso clínico debido a reportes de nefrotoxicidad y neurotoxicidad, pero 
en nuevos estudios la toxicidad es menos severa y frecuente de lo previamente reportado. 
En los últimos años se han presentado aislamientos de A. baumannii con resistencia a estos 
dos fármacos, lo que complica el tratamiento de los pacientes y la erradicación de este 
microorganismo del ambiente hospitalario (2, 19, 30). 
 
1.8.1. Mecanismos de resistencia a los antibióticos carbapenémicos. 
 
Los mecanismos implicados en la resistencia a carbapenémicos se pueden agrupar 
en: mecanismos no enzimáticos y enzimáticos. Entre los mecanismos no enzimáticos se 
encuentran las proteínas de membrana exterior, las bombas de eflujo del tipo AdeABC y 
modificaciones en el sitio blanco. El mecanismo enzimático de mayor importancia es la 
producción de betalactamasas que actúan hidrolizando el anillo betalactámico provocando 
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la inactivación del fármaco (como se observa en la siguiente figura). Ambler clasifica a 
estas enzimas en cuatro clases que van de la A a la D en función de la homología de las 
proteínas. De estas cuatro clases, solo las clases  B y D presentan actividad de 
carbapenemasas, es decir que tienen la capacidad de hidrolizar a los carbapenémicos (2, 
26). 
 
Figura 2.- Mecanismo de acción de las betalactamasas 
 
 
1.8.1.1. Clase B: Metalobetalactamasas 
 
La clase B de la clasificación de Ambler corresponde a las metalobetalactamasas 
(MBL) que son enzimas con un ión metálico en su estructura, generalmente zinc, por lo 
que pueden ser inhibidas in vitro por el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) que es un 
agente quelante y presentan una mayor actividad lítica in vitro que las enzimas de clase D. 
Confieren un alto nivel de resistencia a los carbapenémicos y otros betalactámicos, 
excepto aztreonam.  Existen cinco grupos de MBL pero solo dos se han identificado en A. 
baumannii las de tipo IMP y VIM, que se aislaron por vez primera en Pseudomonas 
aeruginosa a partir de aislamientos obtenidos en Japón e Italia, respectivamente. En             
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A. baumannii IMP se detectó por primera vez en un aislamiento proveniente del lejano 
oriente y VIM en Corea (2, 26). 
Las metalobetalactamasas constituyen un riesgo significativo de propagación, ya 
que los genes que codifican para este tipo de enzimas se encuentran dentro de integrones, 
que son elementos genéticos móviles que pueden ser fácilmente transferidos entre distintas 
bacterias de la misma o diferente especie. Los integrones consisten de tres regiones: dos 
conservadas que corresponden a la 5’ y 3’ y una región variable. La región 5’ se compone 
del gen de la integrasa (intl) la cual, permite la inserción o escisión del casete génico en la 
región variable; un sitio de recombinación adyacente (attI) y uno o más promotores 
responsables de la expresión de los casetes génicos insertados en la región variable. 
Basándose en la secuencia 3’ se han dividido en tres clases de integrones, los de la clase I 
constan de un gen parcialmente deletado (qacE∆1) fusionado a un gen SulI, que le  
confiere resistencia a los antisépticos y a la sulfonamida, respectivamente; los de clase II 
presentan un transposón Tn7 y en la clase III sólo se ha sido descrito un  integrón. La 
mayoría de los integrones que se han encontrado en  A. baumannii pertenecen a la clase I 
(31-33). 
 




Las MBL presentan una distribución localizada y en A. baumannii solo se ha 
detectado IMP: 1, 2, 4, 5 y 6; VIM 1 y 2.  IMP-1 se ha identificado en Italia, Corea del 
Sur, Japón; IMP-2 en Italia y Japón; IMP-4 en Hong Kong; IMP-5 en Portugal e IMP-6 en 
Brasil, siendo el único reporte en América. VIM-1 sólo se ha identificado en Grecia y 
VIM-2 en Corea del Sur (2, 21, 26, 27, 33, 34). 
 
1.8.1.2. Clase D: Oxacilinasas 
 
La clase D de la clasificación de Ambler corresponde a las  Oxacilinasas  (OXA) y 
la primera enzima de esta clase se aisló en Edimburgo, Escocia en 1985, se nombró como 
ARI-1 (Acinetobacter resistente a imipenem); posteriormente fue secuenciada y 
renombrada como OXA-23. Las oxacilinasas tienen la capacidad de hidrolizar penicilinas 
(bencilpenicilina, ampicilina, ticarcilina y piperacilina), cefalosporinas y carbapenémicos 
(2, 22, 26, 35). 
Se dividen en ocho subgrupos filogenéticos de acuerdo a la homología de sus 
secuencias de aminoácidos, pero solo cuatro han sido descritos en A. baumannii y 
corresponden a: OXA-23 (incluye OXA-27 y OXA-49), OXA-24 (incluye OXA-25, 
OXA-26, y OXA-40), OXA-51 (incluye -64, -65, -66, -68, -69, -70, -71, -78, -79, -80,    -
82)  y OXA-58. Las enzimas que pertenecen al subgrupo OXA-51 son intrínsecas de A. 
baumannii y se producen en la mayoría o todas las cepas, a pesar de que su nivel de 






Figura 4.- Homología de la secuencia de aminoácidos en los subgrupos de OXA. 
 
De las oxacilinasas los grupos de OXA-23, -24 y -58 pueden localizarse formando 
parte del cromosoma o encontrarse dentro de plásmidos, mientras que OXA-51 es un gen 
constitutivo de este microorganismo. La presencia de secuencias de inserción (IS) río 
arriba o abajo de los genes tipo OXA favorece a su sobreexpresión, en el caso  A. 
baumannii se ha descrito principalmente ISAba1, pero  ISAba2,  ISAba3,  ISAba4, 
ISAba10 e IS18 son elementos que se han encontrado precediendo a OXA-23 y OXA-58. 
Se ha observado que cuando ISAba10 está insertado entre ISAba1 y OXA-23 la expresión 
de esta enzima es mayor que cuando sólo está insertado ISAba1  (35, 37, 39). 
Las oxacilinasas presentan una mayor distribución comparadas con las 
metalobetalactamasas y son las carbapenemasas de mayor importancia. OXA-23 se detectó 
principalmente en aislamientos de Asia, pero se informó también en Europa y en América 
se ha reportado en  Estados Unidos, Brasil y Argentina;  OXA-58 se encuentra con 
frecuencia en Europa, pero se ha encontrado en países americanos como Bolivia, Brasil y 
Argentina; OXA-24 se encuentran principalmente en la península Ibérica y Asia, pero 
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también se ha detectado en Irán, Bélgica, República Checa y los E.U.A. y OXA-51 al ser 
constitutiva se encuentra distribuido en los cinco continentes del mundo (2, 27, 37, 40-43). 
 
1.9.  Brotes epidémicos relacionados con A. baumannii. 
 
Las infecciones debidas a A. baumannii son un problema clínico importante debido 
a que se trata de una bacteria frecuentemente endémica en ciertas áreas hospitalarias y es 
responsable de numerosos brotes intrahospitalarios alrededor del mundo. (2, 44) 
 Desde principios de la década de 1980, se han reportado brotes en diversos 
hospitales a nivel mundial. En Europa los reportes han sido principalmente en Inglaterra, 
Francia, Alemania, Italia, España y en Países Bajos. En Asia se han llevado a cabo 
reportes en China, Taiwán, Corea y Japón. En América los países en los que se han 
detectado brotes son Estados Unidos, Brasil, Argentina. En la mayoría de los casos se 
detectaron una o dos clonas epidémicas y la transmisión de éstas entre distintos hospitales 
se ha relacionado primordialmente con la transferencia de pacientes colonizados por esta 
bacteria (12, 44-56). 
En Estados Unidos el brote de mayor importancia en los últimos años corresponde 
al relacionado con el personal militar que luchó en Irak y Afganistán. En marzo del 2003 
se observó un aumento en las infecciones por A. baumannii, posterior a que las 
operaciones de combate comenzaron en Irak. La mayoría de los militares heridos fueron 
tratados en hospitales de campo y posteriormente fueron transferidos a Centros Médicos 
en Alemania y Estados Unidos. En este brote se determinó que la infección fue debida a la 
presencia de A. baumannii en superficies inanimadas en el hospital de campaña y los 
16 
 
aislamientos detectados en estas superficies estaban genotípicamente vinculados a los 
aislados de pacientes (57-59). 
Además se ha descrito la propagación intercontinental de A. baumannii MDR, 
como consecuencia de los viajes en avión. Estos acontecimientos demuestran la 
importancia de la detección y el aislamiento de los pacientes transferidos de países con 
altas tasas de microorganismos resistentes a fármacos  (52, 60, 61). 
 
1.10. Análisis de brotes epidémicos asociados a A. baumannii.   
 
Los brotes por transmisión de A. baumannii en el ambiente hospitalario, 
principalmente en las UCI, están aumentando a nivel mundial y las investigaciones 
epidemiológicas requieren el uso de tipificación molecular para determinar la relación 
clonal y es esencial el uso de herramientas que pueden trazar rápidamente la propagación 
de las infecciones hospitalarias asociadas a este microorganismo (62, 63). 
Existen una gran cantidad de técnicas empleadas para llevar a cabo la tipificación 
molecular, entre estas encontramos: perfil de plásmidos; ribotipo; electroforesis en gel de 
campos pulsados (PFGE), análisis de ADN polimórfico amplificado al azar (RAPD), 
secuencias repetitivas palindrómicas (REP), polimorfismos en la longitud de fragmentos 
amplificados (AFLP), amplificación por PCR del gen de la integrasa y más recientemente 
la tipificación multilocus de secuencia (MLST) y PCR con ionización por 
electrospray/espectrometría de masas (PCR-ESI-MS).  Sin embargo de todas estas técnicas 
la electroforesis en gel de campos pulsados es considerada como el estándar de oro para la 
identificación molecular de clonalidad, pero cuenta con la desventaja de ser una técnica 








A nivel mundial, Acinetobacter baumannii es un patógeno intrahospitalario 
multifármaco-resistente asociado a infecciones con altos índices de mortalidad, que en los 
últimos años ha presentado un aumento gradual en la resistencia a carbapenémicos.  
 
En México no existen reportes sobre la presencia de los genes asociados a la 
resistencia a carbapenémicos así como de la diversidad clonal que presenta este 
microorganismo, por lo que resulta importante realizar una caracterización de los 


















Analizar la diversidad clonal, el fenotipo de resistencia a los antibióticos y los 
genes asociados a resistencia a carbapenémicos en aislamientos clínicos de Acinetobacter 




1. Identificar aislamientos de A. baumannii mediante pruebas bioquímicas y técnicas 
moleculares. 
2. Detectar la presencia de clonas mediante electroforesis en gel de campos pulsados. 
3. Realizar pruebas de sensibilidad a distintos  antimicrobianos. 














MATERIAL Y MÉTODOS 
4.1. Estrategia general. 
 
 
Se realizó la reactivación metabólica de los aislamientos seleccionados y a partir de 
un cultivo joven de 24 horas se realizaron pruebas bioquímicas para efectuar la 
identificación a nivel complejo, seguido de técnicas moleculares para llegar a la 
identificación a nivel de especie. En los aislamientos que fueron identificados como A. 
baumannii se realizó la detección de clonas mediante la técnica de electroforesis en gel de 
campos pulsados. Posteriormente se determinó el perfil de susceptibilidad mediante el 
método de microdilución en caldo, siguiendo el protocolo establecido en el documento  
M07-A9 del CLSI. Por último se hizo la detección de los genes asociados a resistencia a 
carbapenémicos. Para las de tipo OXA se llevó a cabo una PCR múltiple donde se detectó 
OXA-23, -24, -51 y -58 y en el caso de VIM e IMP se realizó PCR convencional. Los 
aislamientos que presentaron amplificación de alguno de estos genes fueron secuenciados 














Se analizaron 159 aislamientos provenientes de diferentes especímenes clínicos 
colectados de enero del 2007 a julio del 2012 en distintas áreas del Hospital Universitario 
“Dr. José Eleuterio González” de la UANL. Se seleccionó un aislamiento por paciente y se 





4.3. Pruebas de identificación fenotípicas. 
 
Cada aislamiento se sembró en agar sangre y se incubó a 37°C durante 24 h, 
transcurrido este tiempo se realizó el análisis de la morfología bacteriana mediante tinción 
de Gram, se observó el crecimiento en agar MacConkey y medio TSI, después se 
realizaron las pruebas de oxidasa, catalasa y movilidad (Ver Anexo I). Los aislamientos 
que se observaron como cocobacilos Gram negativos, con un crecimiento oxidativo 
(colonias incoloras en el agar MacConkey y sin viraje de color en el medio TSI), positivos 
a la producción de catalasa, oxidasa negativa e inmóviles se clasificaron dentro del género 
Acinetobacter. Posteriormente se observó el crecimiento a 42°C y los aislamientos que 
presentaron crecimiento se clasificaron dentro del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii 
(64). 
 
4.4. Pruebas de identificación molecular. 
 
4.4.1. Obtención de ADN por lisis térmica 
 
Para llevar a cabo la obtención del material genético de los aislamientos, éstos se 
sembraron en placas de agar sangre y se incubaron durante 24 h a 37ºC, después se 
preparó una suspensión bacteriana en un tubo eppendorf estéril, se tomaron de 3-4 
colonias del cultivo puro y se homogenizó mediante agitación con vórtex en 100 L de 
agua destilada estéril, esta suspensión se sometió a calentamiento a 95ºC (Labnet 
Accublock Digital Dry Bath, Modelo D1200) durante 15 minutos, después la suspensión 
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se centrifugó por 25 segundos a 12,000 g (Microcentrífuga refrigerada, modelo Microlite 
RF) se descartó el precipitado y el sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo eppendorf 
estéril. El DNA obtenido fue almacenado a -20ºC hasta su utilización (65). 
 
4.4.2. Amplificación del gen recA y una región ITS. 
 
Para realizar la identificación a nivel de especie se realizó una PCR múltiple 
empleando los cebadores reportados por Chen y cols. en el 2007 (10). Se efectúo la 
amplificación de una región conservada en Acinetobacter spp. del gen recA y de un 
fragmento de la región del espaciador del transcrito interno (ITS por sus siglas en inglés) 
de A. baumannii. Se realizó la PCR múltiple empleando el material genético obtenido por 
el método de lisis térmica y con los pares de iniciadores  que se muestran en la tabla 
siguiente: 
Tabla 1. Iniciadores empleados en la identificación de A. baumannii. 














Para la mezcla de PCR se añadió 1 L de lisado a 24 L de una mezcla de reacción 
compuesta por: buffer 1X (NH4 1X pH 8.8), MgCl2 3 mM, dNTP’s 0.8 mM, cada iniciador 
a 0.2 µM (Instituto de Biotecnología, UNAM, México) y 1 U de Taq DNA polimerasa 
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(Bioline). Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94ºC 
para la desnaturalización inicial; seguido por 30 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 30 
s, alineamiento a 55ºC por 30 s, elongación a 72ºC por 30 s y por último 1 ciclo a 72ºC por 
7 min para la elongación final. (Termocicladores: “PCR Sprint, Hybaid; PxE 0.2 Thermal 
Cycler, Thermo Electron Corporation y MultiGen, Labnet) 
Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizó una 
electroforesis convencional en un gel de agarosa al 2 % teñido con bromuro de etidio (2 
g/mL), el cual se sometió a 100 V por 50 min, empleando un marcador de 100-1,000 pb 
(HyperLadder™ IV, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.). Por último, el gel se reveló 
en un transiluminador con luz UV a 254 nm y las imágenes se documentaron en formato 
digital. Cuando en la muestra se observaron dos bandas se identificó como A.baumannii y 
si solo se encontró la banda de 425pb se identificó como Acinetobacter sp. como se 
observa en la siguiente figura. 





4.5. Detección de clonas. Electroforesis en gel de campos pulsados. 
 
Para  determinar la presencia de clonas, los aislamientos identificados como A. 
baumannii se sometieron a electroforesis en gel de campos pulsados. Se tomó como 
referencia la metodología sugerida para S. aureus (66, 67) con modificaciones 
recomendadas para A. baumannii (68). El protocolo que se llevó a cabo fue el siguiente: 
A partir de un cultivo en agar soya tripticaseína se inoculó una asada de una sola 
colonia en 5 mL de caldo triptona soya. Se incubó hasta fase exponencial (16-18 h) a 
37C. Posteriormente se transfirieron 2 mL del cultivo líquido a tubo Eppendorf y se 
centrifugó por 5 min a 14,000 rpm, se eliminó todo el sobrenadante sin remover la pastilla 
y se añadió 1 mL de PIV frío, se agitó en vórtex hasta disolver y se centrifugó por 5 min a 
14,000 rpm (Microcentrífuga refrigerada, modelo Microlite RF), se descartó el PIV de 
cada tubo y se añadieron 410 L de PIV a cada muestra y se agitó en vórtex para disolver 
la pastilla.  
Se  fundió agarosa al 1.5% (Agarosa Certificada para Campos Pulsados, Bio-Rad, 
Inc., CA, E.U.A.) con buffer TBE 0.5X en microondas y se mantuvo entre 40-42C 
mediante calentamiento en baño de agua. Se colocaron 150 L de la agarosa fundida en 
cada tubo y se agitó en vórtex, esto se realizó una muestra a la vez para evitar que 
solidificara la agarosa. Para preparar un disco de agarosa se colocaron 35 L de la muestra 
con agarosa sobre un portaobjetos estéril forrado con papel parafilm (se prepararon entre 
5-7 discos  por muestra) y se dejaron enfriar a temperatura ambiente por 5 min y se 
transfirieron a un tubo Falcon estéril de 15 mL. Se preparó la solución para la lisis celular 
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(EC-lisis) al adicionar 0.1mg de  lisozima (Biotech, Bio Basic, Inc., Ontario, Canadá) y 10 
µL RNAsa de una concentración de 5mg/mL  (Epicentre, Inc., Madison, WI, E.U.A.) al 
buffer EC que cambia a EC-lisis y se dejó a temperatura ambiente, se añadió 1 mL de EC-
lisis a cada tubo que contenía  los discos y se llevaron al fondo, sin agitar en exceso para 
evitar su rompimiento y se incubaron por 3 h a 37C. Transcurrido este tiempo se decantó 
el EC-lisis empleando una gasa estéril, teniendo cuidado de no desechar los discos y se 
preparó una solución ESP al adicionar 1 mg de proteinasa K a 1 mL de solución ES, se 
añadió 1 mL de la solución ESP  a cada tubo y se incubó toda la noche a 55C (mínimo 17 
h). Después la solución se filtró con una gasa estéril y se agregaron 13 mL de TE 1X a 
cada tubo y se agitaron por inversión durante 1 h (en un agitador Labnet Orbit LS), 
posteriormente se eliminó el TE 1X de cada tubo y se adicionaron nuevamente 13 mL, este 
paso se repitió 4 veces más; posterior a estos lavados los tubos con buffer TE 1X se 
almacenaron a 4ºC. 
Al día siguiente se transfirió con pinzas un disco a un tubo Eppendorf estéril de 2 
mL y se añadieron 40L de buffer de restricción (sin enzima), el cual se preparó como se 







Reactivo 1 reacción 
Buffer 10X (330 mM Tris-Ac pH 7.9, 100mM Mg-
Ac, 5mM Ditiotreitol y 660mM K-Ac) 
4 L 
BSA 0.1% 4 L 
Agua estéril grado molecular 32 L 
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Se colocó el disco en las paredes del tubo Eppendorf y se sacaron los 40 L del 
buffer de restricción sin enzima y posteriormente se añadieron 40 L del buffer de 
restricción con la enzima SmaI (Takara Bio Inc., Shiga, Japón) que se preparó como se 






Se limpió el equipo (CHEF-DR III Pulsed Field Electrophoresis Systems, Bio-
Rad) con agua destilada estéril y una pequeña cantidad de cloro (10 mL aproximadamente) 
y se dejó por 20 min, se eliminó el agua y se repitió el procedimiento solo con agua 
destilada estéril, después de que se tiró el agua de la cámara de electroforesis se agregaron 
5 L de TBE 0.5X estéril y se dejó hasta que el equipo alcanzó 14C. Se sacaron los discos 
de la incubación y se añadieron 4 L de buffer de carga 10X que contiene: SDS 0.9%, 
glicerol 50%, azul de bromofenol 0.05% (Takara Bio Inc., Shiga, Japón) y se preparó un 
gel de agarosa al 1% con 150 mL de buffer, y se preparó un excedente de 10 mL. Se vació 
la agarosa a la placa,  se colocó el peine, y los 10 mL excedentes de agarosa se dejaron en 
baño de agua a 50C Los discos de agarosa se colocaron en el gel, el marcador de PM al 
principio y al final, los pocillos se cubrieron con el excedente de agarosa que estaba a 
50C.  El gel se colocó en el equipo y programaron las siguientes condiciones: T inicial 
0.5 s, T final 15 s, tiempo de corrida 20 h, voltaje 6 V, ángulo 120 y temperatura de 14°C. 
Reactivo 1 reacción 
Buffer 10X 4 L 
BSA 0.1% 4 L 
Agua estéril grado molecular 31 L 
Enzima SmaI (10 U/L) 1 L 
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Al concluir la corrida, se retiró el gel del equipo y se tiñó con bromuro de etidio 1 
g/mL por 10 min y se lavó con agua destilada, por último se reveló en un transiluminador 
con luz UV a 254 nm (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3 
Darkroom). 
El análisis del patrón de bandas se realizó de manera visual tomando en cuenta los 
criterios establecidos para esta técnica (69); con ello se creó una base de datos la cual fue 
analizada empleando el programa estadístico SPSS versión 20, utilizando el método de 
conglomeración del vecino más próximo con la medida binaria de Jaccard y como 
resultado final se obtuvo un dendograma con el objetivo de establecer los porcentajes de 
similitud entre los patrones de restricción de los aislamientos para poder determinar la 
presencia de clonas. 
 
4.6. Pruebas de susceptibilidad a antibióticos. Método de microdilución. 
Los antibióticos y las concentraciones utilizadas se seleccionaron en base a lo 
establecido por el CLSI en el documento M100-S23 y se siguió el protocolo establecido en 
el manual M07-A9 del 2013. Para la tigeciclina no existen puntos de corte establecidos por 
el CLSI ni por el EUCAST y por lo tanto se utilizaron los puntos de corte recomendados 
por la BSAC (70). Los antibióticos empleados en este estudio fueron obtenidos de Sigma 






4.6.1. Preparación del inóculo. 
 
Los aislamientos fueron sembrados en agar Müeller-Hinton y se incubaron por 24 
h a 37ºC  posterior a la incubación se preparó el inóculo por suspensión de las colonias en 
5 mL de solución salina que se ajustó a una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland (1-2 
x 10
8
 UFC/mL aproximadamente), enseguida se realizó una dilución 1:150 en 15 mL de 
caldo Müeller-Hinton. El inóculo final fue de 5 x 10
5
 UFC/mL y se utilizó  
inmediatamente después de  su preparación. 
 
4.6.2. Preparación de las placas. 
 
Por cada aislamiento se preparó una placa de 96 pocillos (12 x 8) con diluciones 
seriadas de los antibióticos a evaluar de la manera que se especifica en la figura 7. Las 
placas se llenaron utilizando una pipeta multicanal con 200 µL de la concentración más 
alta de antimicrobiano en la primera celda de cada antibiótico. Posteriormente se añadió un 
volumen de 100 µL de caldo Müeller-Hinton en todos los pocillos con excepción de los 
que tienen los antibióticos con la concentración más alta y las diluciones se realizaron 
haciendo pases consecutivos de 100 µL (del pocillo 2 al 3, del 3 al 4, del 4 al 5 y así 
sucesivamente) de una celda a la otra empleando una micropipeta y se eliminaron 100 µL 
de la última celda de cada antibiótico, de tal manera que antes del inóculo todas las celdas 
quedaran con un volumen total de 100 µL. El primer pocillo de la placa se dejó como 
control positivo de crecimiento (sin antibiótico) y tres pocillos en la última fila se dejaron 




Figura 7. Esquema de la distribución de los antibióticos y sus concentraciones (µg/mL) 
empleadas en la placa de microtitulación. CIP: Ciprofloxacina, LEV: Levofloxacina, GEN: 
Gentamicina,  AMK: Amikacina, CTZ: Ceftazidime, CFX: Cefotaxime, IMP: Imipenem, MER: 
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Se transfirieron con una pipeta multicanal 100 µL del inóculo a cada pocillo de la 
placa, con excepción de los controles negativos y las placas se incubaron a 37°C durante 
20-24 horas. Para evitar diferencias de temperatura en la incubación de bloques de placas 
de microtitulación no se apilaron más de cuatro a cinco  placas dentro de la incubadora. 
Después del periodo de incubación se procedió a realizar la lectura de los resultados. La 
CMI se definió como la menor concentración de antimicrobiano que a simple vista inhiba 
completamente el crecimiento del microorganismo en estudio. La interpretación de los 
resultados se realizó tomando como referencia el crecimiento observado en el pocillo 
usado como control positivo el cual, presenta una clara turbidez o un botón de al menos 2 
mm de diámetro. Para la lectura se utilizó un lector con espejo en el que se reflejó la parte 
inferior de la placa de microtitulación. Para el control de calidad se emplearon las cepas 
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Escherichia coli  ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa  ATCC 27853 y Escherichia 
coli ATCC 35218.  
 
4.7. Amplificación de genes asociados a resistencia a carbapenémicos. 
 
4.7.1. Carbapenemasa clase B: Tipo IMP y VIM 
 
Para realizar la detección de los genes que codifican para las metaloβ-lactamasas 
tipo IMP y VIM se llevaron a cabo dos PCRs  de punto final  empleando el material 
genético obtenido mediante lisis térmica y con los  iniciadores  descritos en el 2007 por 
Ellington y cols. para la amplificación de IMP (71) y los reportados por Nordmann y 
Poirel en el 2002 para VIM (72). Las secuencias de los iniciadores empleados se 
encuentran descritas en la siguiente tabla. 
 
Tabla 2. Iniciadores empleados en la amplificación de IMP y VIM. 

















En el caso de IMP y VIM para la mezcla de PCR se añadieron 2 L de ADN a 23 
L de una mezcla de reacción compuesta por: buffer 1X (NH4 1X pH 8.8), MgCl2 3 mM, 
dNTP’s 0.8 mM, cada iniciador a 0.2 µM y 1 U de Taq DNA. Las condiciones de 
amplificación para IMP fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94ºC para la 
desnaturalización inicial; seguido por 30 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 30 s, 
alineamiento a 52ºC por 40s, elongación a 72ºC por 50 s y por último 1 ciclo a 72ºC por 5 
min para la elongación final y en el caso de VIM 1 ciclo de 5 min a 94ºC para la 
desnaturalización inicial; seguido por 30 ciclos de desnaturalización a 94ºC por 25 s, 
alineamiento a 60ºC por 40 s, elongación a 72ºC por 50 s y por último 1 ciclo a 72ºC por 6 
min para la elongación final. 
Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizó una 
electroforesis convencional en un gel de agarosa  al 2 % teñido con bromuro de etidio (2 
g/mL), posteriormente se sometió a 100 V por 50 min, empleando un marcador de 100-
1,000 pb. Por último, el gel se reveló en un transiluminador con luz UV a 254 nm y las 
imágenes se documentaron en formato digital.  
 
4.7.2. Carbapenemasa clase D: Tipo OXA 
 
Para llevar a cabo la detección de los genes que codifican para las carbapenemasas 
tipo OXA se llevó a cabo una PCR múltiple, en la cual se amplificó OXA-23, -24, -51 y -
58 empleando el material genético obtenido mediante lisis térmica y con los  iniciadores  
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descritos por Woodford y cols. en el 2006 (36). Las secuencias de los cebadores  
empleados se encuentran descritas en la siguiente tabla. 
Tabla 3. Iniciadores empleados en la amplificación de OXA. 
Iniciadores Secuencia Producto 
OXA-23 F 
OXA-23 R 























Para la mezcla de PCR se añadieron 2 L de ADN a 23 L de una mezcla de 
reacción compuesta por: buffer 1X (NH4 1X pH 8.8), MgCl2  3 mM, dNTP’s 0.8 mM, cada 
iniciador a 0.2 µM  y 1 U de Taq DNA Las condiciones de amplificación fueron las 
siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94ºC para la desnaturalización inicial; seguido por 30 ciclos 
de desnaturalización a 94ºC por 25 s, alineamiento a 58ºC por 40 s, elongación a 72ºC por 
50 s y por último 1 ciclo a 72ºC por 6 min para la elongación final. 
Para verificar la presencia de los productos de PCR esperados, se realizó una 
electroforesis convencional en un gel de agarosa  al 2 % teñido con bromuro de etidio (2 
g/mL), el cual se sometió a 100 V por 50 min, empleando un marcador de 100-1,000 pb. 
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Por último, el gel se reveló en un transiluminador con luz UV a 254 nm y las imágenes se 
documentaron en formato digital.  
 
4.7.3. Secuenciación de productos de PCR. 
 
Los aislamientos que presentaron amplificación para alguno de los genes asociados 
a resistencia a carbapenémicos fueron secuenciados para corroborar su identificación, 
previo a la secuenciación se realizó la purificación del producto de PCR obtenido mediante 
precipitación con etanol.  
Cada producto de PCR (50 L) fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5 mL con 
5 L de acetato de sodio 3 M pH 4.6 y 100 L de etanol al 95%, se homogenizó la mezcla 
por agitación con vórtex y se mantuvo a -20ºC durante 30-40 min. Transcurrido este 
tiempo los tubos se centrifugaron por 20 min a 14000 rpm y se descartó el sobrenadante, 
se realizó un lavado con 300 L de etanol al 70% y se agitó en vórtex, posteriormente se 
centrifugó a 4°C por 10 min a 14000 rpm y se descartó el sobrenadante.  El sedimento se 
dejó secar a temperatura ambiente toda la noche y se resuspendió en 50 L de agua estéril 
grado molecular. 
Una vez que los productos fueron purificados, se enviaron a la Unidad de Servicios 
Genómicos del Centro de Investigación y de estudios avanzados (CINVESTAV) Campus 
Guanajuato para su secuenciación. Una vez obtenidas las secuencias fueron alineadas e 
identificadas mediante la Herramienta de Búsqueda y Alineamiento Local Básico 
(BLAST) disponible en la plataforma del Centro Nacional de Información Biotecnológica 







5.1.  Identificación y origen de los aislamientos recuperados. 
 
Se procesaron 159 muestras clínicas de las cuales 159  aislamientos se identificaron 
como del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii. De éstos, 154 (97%) fueron 
identificadas a nivel molecular como Acinetobacter baumannii y sólo se continuó 
trabajando con estos 154 aislamientos. 
Los aislamientos identificados como A. baumannii  se obtuvieron de ocho áreas 
hospitalarias distintas como se observa en la figura 8, el 79% correspondieron a 
aislamientos de unidades de cuidados intensivos tanto adultos como postquirúrgicos con 
un 36% y 43%, respectivamente. Además los aislamientos correspondieron a las siguientes 
áreas: medicina interna (7%), cirugía ambulatoria (6%), cirugía general (3%), cirugía 
plástica (2%), pensionistas (2%) y urgencias (1%). 
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El 64% de los aislamientos analizados se obtuvieron de lavados bronquiales y 
broncoalveolares, seguidos de un 18% de muestras de sangre y los demás especímenes 
estudiados fueron: abscesos (4%), biopsias de abdomen (3%), líquidos estériles como 
líquido cefalorraquídeo (5%), pleural (4%) y peritoneal (2%), como se observa en la figura 
9. 
 




5.2. Distribución temporal de los aislamientos analizados. 
 
La distribución de los aislamientos en los años estudiados fue heterogénea como se 























seguidos del 2011 y 2008; los años 2010  y 2009 fueron en los que se obtuvo una menor 
cantidad de aislamientos 8 y 13, respectivamente.  
Esta distribución fue heterogénea debido a que no se pudo contar con aislamientos 
de todos los años. Además este estudio fue realizado a la par con un estudio clínico en el 
que se está revisando la historia clínica de los pacientes y solamente se incluyen 
aislamientos de los cuales se tiene el expediente clínico de los pacientes completo. 
 




5.3. Detección de clonas. 
 
Para realizar la detección de clonas se llevó a cabo la técnica de electroforesis en 
gel de campos pulsados empleando la enzima de restricción SmaI la cual, generó entre 14 















tipificables luego de cuatro intentos y en los 151 aislamientos restantes se presentaron 56 
patrones de restricción diferentes con un porcentaje de similitud del 0 al 100%.  
Se clasificó como clona a los aislamientos que presentaron una similitud del 100% 
en su patrón de restricción. Se obtuvieron 56 clonas diferentes que se nombraron de la A a 
TT.  De éstas, 18 clonas presentaron más de un aislamiento y se realizó la clasificación en 
clonas predominantes, considerando como clona predominante a aquella que presentó más 
de cinco aislamientos. Se obtuvieron cinco clonas predominantes que corresponden a la 
clona A con un 23.4% de frecuencia, clona A1 con un 5.8%, clona B con un 9.1%, clona C 
con un 8.4% y clona D con un 3.9% de frecuencia. El porcentaje de similitud entre las 56 
clonas detectadas fue inferior al 60%, como puede observarse en el dendograma 




Figura 11. Resultado de la detección de clonas en los aislamientos analizados.                
A) Clasificación en clonas predominantes. B) Número de aislamiento. C) Dendograma.
 




Las 56 clonas detectadas estuvieron distribuidas durante los seis años en los que se 
recolectaron las muestras y se presentó un mayor número de clonas circulantes en el año 
2011 con 18 clonas, en el 2007 se presentaron 16 clonas y en el 2008 se presentaron 9 
clonas como puede observarse en la figura 12. 
 





La clona A estuvo presente del 2007 al 2009, año en el cual fue desplazada por la 
clona B que estuvo presente hasta el 2011 y en ese año apareció una nueva clona que 
estuvo presente hasta el final del estudio y corresponde a la clona C. Además se puede 
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observar en la figura 13 que la clona A1 y D solo estuvieron presentes durante el año 
2007. 
 
Figura 13.- Distribución temporal de clonas predominantes 
 
 
5.4. Perfil de susceptibilidad. 
 
En la tabla 4 se muestran los resultados de las pruebas de susceptibilidad obtenidas 
mediante el método de microdilución en caldo. Se presenta la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) necesaria para inhibir al 50 y 90% de aislamientos analizados y el 
porcentaje de aislamientos susceptibles y resistentes.  
Para la ciprofloxacina y las cefalosporinas ceftazidime y cefotaxime se encontró un 
porcentaje de resistencia superior al 85% y para el imipenem y meropenem se detectó una 
resistencia del 50.7% y del 35.7% respectivamente. En el caso de la colistina y la 



























A. baumannii, se encontró una resistencia del 21.4% y 0%, respectivamente. Para la 
fosfomicina no se pudo efectuar la clasificación en aislamientos resistentes o susceptibles 
debido a que en ni el CLSI, BSAC o EUCAST establecen puntos de corte para este 
fármaco.  
 














Ciprofloxacina  > 16 >16 <0.25 -  >16 15 (9.7) 137 (89) 
Levofloxacina  4 8 <0.5 - 32 33 (21.4) 37 (24) 
Gentamicina  16 > 64 <1 – >64 65 (42.2) 77 (50) 
Amikacina  64 > 128 <2 –  >128 51 (33.1) 78 (50.7) 
Ceftazidime  > 64 > 64 4 –  >64 2 (1.3) 138 (89.6) 
Cefotaxime  > 128 > 128 <2 –  >128 5 (3.3) 134 (87) 
Imipenem  16 > 64 <1 –  >64 73 (47.4) 78 (50.7) 
Meropenem  8 > 64 <1 –  >64 77 (50) 55 (35.7) 
Colistina  1 4 < 0.5 – 32 121 (78.6) 33 (21.4) 
Fosfomicina  256 > 256 64 – >256 - - 
Tetraciclina  32 > 64 < 1 – >64 48 (31.2) 105 (68.2) 




Como puede observarse en la figura 14 a partir del 2010 ocurrió un aumento en los 
porcentajes de resistencia a imipenem y meropenem. Además, se presentó una 
disminución en el porcentaje de resistencia a colistina y a partir del 2011 no se ha 
presentado ningún aislamiento resistente a este fármaco. 
 
Figura 14.- Cambios en la resistencia a carbapenémicos y colistina. 
 
 
Según lo señalado por Peleg y Manchada (2, 27) se realizó la clasificación de los 
aislamientos en multifarmacorresistente (MDR) a aquellos que fueron resistentes a tres o 
más de los siguientes tipos de fármacos: fluoroquinolonas, aminoglucósidos, 
cefalosporinas y tetraciclinas. Se clasificó como extesofarmacorresistente (XDR) a los 
aislamientos MDR que además presentaron resistencia a algún carbapenémico y en 

































De los 154 aislamientos analizados, el 37.7% fueron MDR, el 40.3% XDR y ninguno fue 
PDR, como puede observarse en la tabla 5. 
 
Tabla 5. Clasificación de los aislamientos en función de su perfil de resistencia  
a los antibióticos. 
 Frecuencia n (%) 
MDR 58 (37.7) 
XDR 62  (40.3) 
PDR 0 (0) 
 
A partir del 2010 ocurrió una disminución de los aislamientos MDR  y un aumento 
de los aislamientos XDR y en el 2012 todos los aislamientos que  presentaron resistencia 
fueron XDR (Figura 15).  
 



























5.5.Genes asociados a resistencia a carbapenémicos. 
 
Se realizó la detección de los genes asociados a resistencia a carbapenémicos de la 
clase B (Tipo IMP y VIM) y de la clase D (Tipo OXA). En todos los aislamientos 
analizados se encontró el gen constitutivo OXA-51 y además se encontró OXA-24 con un 
25.3% de frecuencia y OXA-58 en un 27.9%, como se observa en la tabla 6. No se detectó 
la presencia de los genes OXA-23, IMP ni VIM. 
 
Tabla 6. Frecuencia de genes asociados a resistencia a carbapenémicos. 
Genes Frecuencia n (%) 
 
Tipo Serina  
OXA 
OXA-23 0 (0) 
OXA-24 39 (25.3) 
OXA-51 154 (100) 
OXA-58 43 (27.9) 
 
Metalobetalactamasas  
VIM 0 (0) 
IMP 0 (0) 
 
El gen OXA-58 estuvo presente en los aislamientos del 2007 al 2011 y en el 2010 
se detectaron los primeros aislamientos que presentaban OXA 24 el cual, desplazó a OXA-






Figura 16.- Distribución temporal de genes tipo OXA 
 
 
Se analizó la relación entre la presencia de los genes OXA-24 y -58 con el perfil de 
resistencia obtenido para ambos carbapenémicos estudiados y se encontró que la presencia 
de OXA-24 favorece la resistencia a imipenem y meropenem como se describe en la tabla 
7, en cambio la presencia de OXA-58 solo favorece a la resistencia a imipenem como se 
observa en la tabla 8. Además puede observarse que la concentración mínima inhibitoria 
50  y 90 para el imipenem es mayor cuando está presente OXA-24 comparado con la 
presencia de OXA-58. 
 
Tabla 7.- Relación de OXA-24 con el perfil de resistencia a carbapenémicos  
 
Antimicrobiano 
Con blaOXA-24 Sin blaOXA-24  
P 
CMI50 CMI90 Resistencia 
n(%) 
CMI50 CMI90 Resistencia 
n (%) 
Imipenem > 64 > 64 39(100) 2 32 39 (34) < 0.0001 





















Tabla 8.- Relación de OXA-58 con el perfil de resistencia a carbapenémicos  
 
Antimicrobiano 
Con blaOXA-58 Sin blaOXA-58  
P 
CMI50 CMI90 Resistencia 
n(%) 
CMI50 CMI90 Resistencia 
n (%) 
Imipenem 32 32 38 (88) 2 > 64 40 (36) < 0.0001 


























Acinetobacter baumannii es una patógeno oportunista de gran importancia en el 
ambiente hospitalario debido a su persistencia y a su creciente resistencia a los fármacos 
empleados en su tratamiento. En la última década ha ocurrido un aumento en la incidencia 
de cepas resistentes a carbapénemicos, que constituyen de los últimos fármacos empleados 
para tratar infecciones por este microorganismo. Esta creciente resistencia ha provocado 
un aumento en el estudio de los mecanismos asociados a la resistencia a este tipo de 
antibióticos, principalmente en las carbapenemasas y los genes que las codifican. Por lo 
anterior ha sido importante realizar un análisis del comportamiento de esta bacteria en un 
hospital de tercer nivel de Monterrey, Nuevo León, una de las ciudades más pobladas de 
México. 
 
La totalidad de los aislamientos analizados se clasificaron como parte del complejo  
A. calcoaceticus-A. baumannii y la mayoría (97%) se identificaron como  A. baumannii, 
esto concuerda con lo señalado en diversas fuentes (2, 10, 64), ya que del género 
Acinetobacter esta especie es la que se aísla con mayor frecuencia en el medio 
hospitalario. Las principales áreas hospitalarias de las cuales se obtuvieron los 
aislamientos fueron las unidades de cuidados intensivos y predominaron especímenes de 
lavados bronquiales y broncoalveolares asociados a un cuadro de neumonía, esto también 
corresponde a lo previamente descrito por otros autores ya que la neumonía es la principal 
patología con la que se asocia este microorganismo (2, 31, 73). 
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Para analizar la diversidad clonal de los aislamientos se optó por la técnica de 
electroforesis en gel de campos pulsados, que se considera el estándar de oro para 
tipificación epidemiológica y se decidió utilizar la enzima de restricción SmaI como lo 
reportado por Bou y colaboradores en el 2000 (68). En los 151 aislamientos que pudieron 
ser tipificados se detectaron 56 clonas diferentes, lo que indicó una elevada clonalidad y 
concuerda con lo reportado anteriormente para este microorganismo (48, 74). El 
porcentaje de similitud observado para los aislamientos fue entre 0 y 100% y todos los 
aislamientos que no presentaron una homología del 100% tuvieron una similitud inferior al 
60%, esto indica que estos aislamientos no se encuentran relacionados según lo señalado 
por Tenover (69) y además sugiere que la transmisión de este microorganismo entre los 
pacientes infectados ocurrió de manera exógena, lo que favoreció su diseminación por las 
diversas áreas que comprenden al hospital. 
De las 56 clonas detectadas se obtuvieron cinco clonas predominantes que se 
consideran como clonas endémicas. La clona  A1 y D solo estuvieron presentes durante un 
año, mientras que  las clonas A, B y C tuvieron la capacidad de persistir hasta tres años en 
el ambiente hospitalario. Esta persistencia es similar a lo reportado en el 2011 por Villalón 
(48) que encontró que una de las  clonas detectadas estuvo presente en las diferentes áreas 
y hospitales estudiados durante once años. Esto se ve favorecido por la capacidad que 
presenta este microorganismo de resistir a la desecación y a diversos fármacos y por su 
capacidad de formar biopelícula en superficies abióticas.  
 
Para obtener el perfil de susceptibilidad se siguió el protocolo y se utilizaron los 
puntos de corte establecidos por el CLSI para el método de microdilución en caldo. Se 
obtuvo una elevada resistencia a varios de los antibióticos estudiados y el porcentaje de 
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aislamientos resistentes para la ciprofloxacina (89%), ceftazidime (89.6%) y gentamicina 
(50%) fue similar a lo reportado por el Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY 
en el 2012 en aislamientos obtenidos en América Latina (75) donde obtuvieron una 
resistencia  de 87.2% para la ciprofloxacina, 81.7% para el ceftazidime y de 53.3% para la 
gentamicina. Además SENTRY reportó porcentajes de resistencia de 67.8% para el 
imipenem y 66.1% para el meropenem, estos valores son mayores a los obtenidos en 
nuestro estudio en el cual, se encontró  50.7% de resistencia al imipenem y de 35.7% para 
el meropenem. Se observó que el porcentaje de resistencia para ambos carbapenémicos 
aumentó gradualmente, en los primeros años era mayor la resistencia para el imipenem 
que para el meropenem y a partir del 2010 el porcentaje de resistencia para ambos 
fármacos se igualó; esto puede deberse al aumento de la exposición de este 
microorganismo al meropenem.  
En el caso de la fosfomicina no fue posible realizar la clasificación en aislamientos 
susceptibles y resistentes debido a que no existen puntos de corte establecidos por el CLSI, 
EUCAST, FDA ni la BSAC; sin embargo  el resultado obtenido en este estudio es superior 
a lo reportado por Lu y colaboradores en el 2011 (76), que encontraron que el 29% de los 
aislamientos estudiados presentó una CMI ≥ 256 µg/mL y en los aislamientos analizados 
en este estudio el 86.4%  presentó una CMI  ≥ 256µg/mL. 
La colistina y la tigeciclina corresponden al último recurso empleado en el 
tratamiento de infecciones por A. baumannii MDR y en este análisis ninguno de los 
aislamientos presentó resistencia a la tigeciclina y la susceptibilidad detectada fue del 
98%. En cambio para la colistina se presentó una resistencia del 21.4%  que es un valor 
superior  al reportado por el SENTRY (1.2%), pero es similar al reportado por Arroyo en 
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el 2005 de 19.1% (77). Los aislamientos obtenidos del 2007 al 2010 presentaron 
resistencia a la colistina y a partir del 2011 ningún aislamiento fue resistente a este 
fármaco. La disminución en la resistencia a la colistina puede deberse a una mejora en el 
empleo de este fármaco en el tratamiento de pacientes infectados o que este antibiótico 
dejó de emplearse en la práctica clínica habitual, lo que contribuyó a que no se llevará a 
cabo la selección de los microorganismos resistentes y favoreciera la persistencia de éstos 
en el hospital (30). 
 
En los aislamientos estudiados se realizó la determinación de los genes OXA (-23, 
-24, -51 y -58), VIM e IMP y sólo se detectó OXA-24, OXA-51 y OXA-58. El resultado 
obtenido para OXA-51 era el esperado ya que corresponde a un gen constitutivo de esta 
especie. OXA-58 se ha encontrado con mayor frecuencia en Europa, mientras que OXA-
24 ha sido aislado esporádicamente (21). En América OXA-24 y OXA-58 también han 
sido reportados previamente, OXA-24 se encontró en el 2011 en Estados Unidos (40), 
mientras que OXA-58 se ha reportado en Bolivia, Brasil y Argentina (41-43). Lo 
encontrado en nuestro estudio corresponde al primer reporte de ambos genes en México y 
al primer reporte de OXA-24 en América Latina. Además la elevada frecuencia de estos 
genes y su presencia en varias de las clonas detectadas sugiere que se encuentran 
localizados en plásmidos, lo que permitió su transmisión horizontal. 
 La frecuencia de los genes OXA-24 y OXA-58 fue de 25.3% y 27.9%, 
respectivamente y ambos genes estuvieron presentes en varias de las clonas detectadas; lo 
que sugiere que se encuentran localizados en plásmidos y esto permitió que ocurriera una  
transmisión horizontal de estos genes de resistencia. 
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Se analizó la distribución temporal de ambos genes y se observó que el primer gen 
que estuvo presente fue OXA-58 pero en el 2012  fue desplazado en su totalidad por 
OXA-24.  Se encontró que la clona A, que fue la de mayor persistencia y prevalencia sólo 
presentó OXA-58, mientras que la clona B que la desplazó presentó aislamientos que 
contenían OXA-58 y otros con OXA-24 y la clona C sólo presentó OXA-24. Además se 
analizó la relación entre la presencia de ambos genes y el perfil de resistencia a 
carbapenémicos obtenido y se encontró que la presencia de OXA-24 favorece la 
resistencia a ambos carbapenémicos, mientras que la presencia de OXA-58 solo favorece 
la resistencia para el imipenem y no para el meropenem (P= 0.8502), además la CMI50 y la 
CMI90 detectadas son mayores para ambos fármacos cuando está presente OXA-24. Esto 
coincide con lo previamente observado, ya que se ha detectado que la presencia de OXA-
24 produce valores de CMI superiores que cuando está presente el gen OXA-58 (2). Sin 
embargo estos valores superiores podrían deberse realmente a la presencia de ISAba1 rio 
arriba del gen OXA-24 y no a una mayor actividad enzimática por parte de la enzima 
codificada (78). 
El aumento en la resistencia a carbapenémicos debido a la presencia de OXA-24 
puede ser el factor principal que favoreció el desplazamiento de la clona A y B por la 
clona C que presentó aislamientos más resistentes a ambos carbapenémicos. Esto se ve 
apoyado por la poca persistencia que se observó en  las clonas A1 y D, que no presentaron 
ningún gen de resistencia y además mostraron un fenotipo susceptible a carbapenémicos. 
 
En 153 de las cepas estudiadas se encontró correlación entre el perfil genotípico y 
el fenotípico detectado y sólo una cepa (12465) mostró un perfil fenotípico que no 
concordó con su perfil genotípico, debido a que presentó resistencia para imipenem y 
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meropenem y solo se detectó OXA-51 que se ha reportado confiere poca o nula resistencia 
a carbapenémicos (2);  sin embargo la presencia de ISAba1 río arriba del gen de OXA-51 
favorece su expresión y la resistencia a este grupo de antibióticos. (52) Es por ello que se 
considera que ISAba1 puede estar presente en este aislamientos favoreciendo la resistencia 
para imipenem y meropenem. De no estar presente esta secuencia de inserción la 
resistencia a estos fármacos podría deberse a la presencia de otro gen que codifique para 
una carbapenemasa como NDM, que recientemente se ha reportado en esta especie (79). 
Este aislamiento resulta de gran interés para analizar cuál es el mecanismo de resistencia a 























 Los aislamientos analizados presentaron alta clonalidad. 
 
 Se identificaron 56 clonas con una similitud del 0 al 100%. 
 
 Se observó la prevalencia de tres clonas durante los seis años de estudio. 
 
 Los aislamientos presentaron alta resistencia a ciprofloxacina, ceftazidime, 
cefotaxime (>85%) e imipenem (50.7%). 
 
 Se detectó una elevada frecuencia de los genes tipo OXA-24 y OXA-58. 
 
 Éste es el primer reporte de la presencia de estos genes en México y de OXA-
24 en América Latina. 
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Pruebas fenotípicas para identificación a nivel de género 
 
Tinción de Gram 
Sobre  un portaobjetos limpio y seco se colocó una gota de solución salina estéril, 
posteriormente con un asa bacteriológica se transfirió una colonia a la solución salina y se 
homogenizó el inóculo, se extendió y se dejo secar. La preparación se fijó por calor y 
después se cubrió con cristal violeta durante un minuto, se enjuagó con agua, después se 
aplicó lugol, se dejó por un minuto y se enjuagó con agua, se decoloró con una mezcla de 
alcohol-acetona 70:30 por 5 segundos, se enjuagó con agua y se agregó safranina durante 1 
minuto, se enjuagó con agua, se dejó secar a temperatura ambiente y finalmente se observó 
al microscopio con los objetivos de 40X y 100X. 
 
 
Crecimiento en Agar MacConkey y medio TSI 
Se partió de un cultivo puro de 24 horas para realizar una resiembra en Agar 
MacConkey resembrando en tres zonas empleando un asa de platino y además se inoculó 
un medio de TSI, posteriormente se incubaron durante 24 horas a 37°C y transcurrido este 
tiempo se observó el crecimiento y se realizó la interpretación de la siguiente manera: 
 Agar MacConkey. 
 Los microorganismos fermentadores forman  colonias de color rosa. 




 Medio TSI. 
 En los microorganismos fermentadores se observa un cambio en la 
coloración del medio de rojizo a amarillo en el fondo  o por completo. 
 En los microorganismos oxidativos se observa el medio sin cambio de 
color, es decir permanece de color rojizo. 
 
Prueba de catalasa.  Prueba en portaobjetos  
Sobre un portaobjeto limpio u seco se colocó una gota de peróxido de hidrógeno al 
30%, con un asa bacteriológica se transfirió una pequeña cantidad del crecimiento de una 
colonia a la gota del peróxido de hidrógeno y se observó para comprobar el desarrollo de 
burbujas de oxígeno. La interpretación de los resultados fue la siguiente manera: 
 Positivo: Producción de una gran cantidad de burbujas. 
 Negativo: Ausencia de burbujas o muy poca cantidad. 
 
Prueba de oxidasa.   Método de Kovac 
Se humedeció un papel filtro con 2-3 gotas de dihidroclorhidrato de tetra-meti-p-
fenilendiamina al 1% y en este se colocó y extendió una colonia de no más de 24 horas, 
empleando un palillo de madera, durante los siguientes 10 segundos se observó en busca 
de un cambio de color. La interpretación de los resultados fue la siguiente manera: 
 Positivo: Desarrollo de color violeta oscuro dentro de 10 segundos 






Se partió de un cultivo puro de 24 horas para realizar una resiembra por punción 
profunda utilizando un asa bacteriológica en punta en el medio semisólido de SIM, se  
inoculó el centro del tubo  y la punción  abarcó aproximadamente dos tercios de 
profundidad del medio de cultivo desde la superficie, el medio se incubó de 18 a 24 hr a 
37°C. La interpretación de los resultados se realizó de la siguiente manera: 
 Positivo: Presencia de turbidez o crecimiento más allá de la línea de 
siembra. 









































ANEXO III.  
Preparación de reactivos y soluciones. 
 
Bromuro de etidio, 0.5 mg/mL (Solución stock).  
Diluir 25mg de bromuro de etidio en 40mL de agua ultrapura. Aforar a 50mL y almacenar 
a 4ºC protegido de la luz en un recipiente de vidrio ámbar. 
 
Bromuro de etidio, 2 g/mL.  
Preparar una dilución 1:250 de la solución stock para teñir los geles (1mL de la solución 
stock y 249mL de agua ultrapura). Almacenarse en la oscuridad. 
 
Buffer de fosfatos 0.01M pH 7.2 
Disolver 0.4267g de K2HPO4, 0.3470g de KH2PO4 en agua destilada, ajustar pH 7.2 y 
aforar a 500mL. 
 
EC 
Disolver 29.2g de NaCl, 1g de deoxicolato de sodio, 2.5g de laurilsarcosina de sodio, 2.5g 
de brij 58, 5mL de Tris-base 1M  pH 8, 100mL EDTA 0.5M pH 8 en agua destilada. 
Aforar a 500mL. Esterilizar en autoclave. 
 
EC-lisis 





Disolver 18.62g de EDTA en 100mL de agua destilada y ajustar el pH a 8. 
 
ES. 
Disolver 93.1g de EDTA en 400mL de agua destilada, ajustar el pH a 9 con ≈ 20g de 
NaOH, añadir 0.5g de sarcosyl. Aforar a 500mL. Esterilizar en autoclave. 
 
ESP. 
Añadir a 1mL de ES 1mg de Proteinasa K. 
 
Gel de agarosa al 2%.  
Disolver 4g de agarosa en 200mL de TBE 1X, calentar en microondas hasta fundir, 
agregar 20μL de bromuro de etidio 2 μg/mL y vaciar en la cámara de electroforesis.  
 
Jugo azul 6X (Buffer de carga para electroforesis). 
Disolver 25mg de azul de bromofenol, 25mg de xilencianol y 3mL de glicerol en TE 1X 
pH 8 y aforar a 10mL. 
 
NaOH 0.1M. 
Disolver 0.4g de NaOH en 100mL de agua destilada. 
 
PIV. 
Disolver 29.22g de NaCl en 5mL de Tris-base 1M pH 8 en agua destilada, aforar a 500mL. 
Esterilizar en autoclave. 
75 
 
TBE 10X.  
Disolver 27g de Tris-base, 13.7g de ácido bórico, 10mL de EDTA 0.5M pH 8 en agua 
destilada, ajustar pH a 8  y aforar a 500mL. Esterilizar en autoclave. 
 
TBE 0.5X.  
Medir 50mL de TBE 10X y aforar a 1L con agua destilada.  
 
TE 1X (Tris-HCl mM pH 8, EDTA 1 mM).  
Mezclar 10mL de Tris-HCl 500mM pH 8 y 1mL de EDTA 500mM en agua destilada, 
ajustar el pH a 8 y aforar a 500mL. Esterilizar en autoclave. 
 
Tris-HCl 500 mM.  
Disolver 30.3g de Tris base en 300mL de agua destilada, ajustar el pH a 8 con HCl 




























“El hombre no es ni una piedra ni una planta, y no puede 
justificarse a sí mismo por su mera presencia en el mundo. El 
hombre es hombre solo por su negación a permanecer pasivo, por 
el impulso que lo proyecta desde el presente hacia el futuro y lo 
dirige hacía cosas con el propósito de dominarlas y darles forma. 
Para el hombre, existir significa remodelar la existencia. Vivir es la 
voluntad de vivir.” 
 
 
Simone de Beauvoir  
 
